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(g) Appareil d'analyse pour la determination optique de substances en solution. 



@) Cet appareil comprend, en tant que ses elements opti- 
ques principaux, un guide d'onde (1) porteur d'un 
reactif specifique d'une substance analytique a determiner. 
On injecte de la lumiere a Tune des extremites du guide 
d'onde (extremite proximale) et cette lumiere est reflechie 
par l'autre extremite (24), (extremite distale) de maniere 
qu'elle parcoure le guide dans un sens et dans l'autre avant 
d'etre recueillie. Au cours de son trajet, elle intereagit avec 
un complexe qui se forme a la surface du guide a ia suite de 
la reaction dudit reactif avec la substance analytique, cette 
reaction engendrant la formation d'un signal optique ana- 
lytique de longueur d'onde differente de celle du signal 
d'excitation. L*extremit6 distale du guide d'onde est munie 
de moyens de filtrage (21, 22, 23, 24, 25) arretant la frac- 
tion residuelle du signal d'excitation et reflechissant le 
signal analytique, ceci afm de reduire le bruit de fond. 
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REVINDICATIONS 



1. Appareil pour analyse immunologique comprenant une sonde 
(1) a fibre optique reliee par un element de couplage (10) a un 
systeme optique comportant principalement une source (3) fournis- 5 
sant un signal d'excitation X„ un detecteur (6) de signal d'analyse X 2 
et des moyens (5) de separation d'ondes pour separer ledit signal 
analytique de longueur d'onde X 2 dudit signal d'excitation de lon- 
gueur d'onde X lt ladite fibre etant revetue d'une substance bioreac- 
tive capable de se Her specifiquement avec une substance a analyser io 
dissoutc dans un echantillon de solution a analyser et de fournir 
ainsi un complexe de type immunologique, ce qui engendre un signal 
analytique fluorescent X 2 lors de rinteraction dudit signal d'excita- 
tion X 2 injecte dans ladite sonde et ledit complexe, ledit signal analy- 
tique etant renvoye par reflexion, grace a l'extremite (24) de la sonde 15 
agissant comme miroir, l'element de couplage (10) et les moyens de 
separation d'ondes (5), au detecteur (6) de facon que celui-ci le re- 
cueille el par cela fournisse reformation analytique recherchee, ca- 
racterise en ce que rextremite de la fibre de la sonde est munie de 
moyens (21, 22, 23, 24, 25) permettant de bloquer le signal incident 20 
X, , et de renvoyer le signal X 2 au detecteur. 

2. Appareil suivant la revendication 1, caracterise en ce que les 
moyens pour renvoyer le signal analytique, pour arreter X x et refle- 
chir Xj, consistent en un miroir filtrant dichroique (21, 22, 23) place 
a rextremite de la sonde. ^ 25 

3. Appareil suivant la revendication 1, caracterise en ce que les 
moyens pour arreter X x consistent en un filtre (25) d'absorption in- 
terpose entre rextremite de la fibre et rextremite terminate rcflechis- 
sante de la sonde. 

4. Appareil suivant le revendication 1, caracterise en ce qu'il 30 
comprend, de plus, mtercalee entre la sonde et ledit systeme optique, 
une portion (8) de fibre optique flexible, la sonde etant reliee- a celle-' 
ci de maniere amovible grace a un element de couplage (10) et de 
retenue a pression. 

5. Appareil suivant la revendication 4, caracterise en ce que I'ele- 35 
ment de couplage a pression consiste en une douille creuse (13) fixee 
de mahiere permanente a l'une des extremites (8) de ladite portion 
flexible de fibre optique, ladite douille ayant une ouverturedistale 
destinee a recevoir rextremite libre de la sonde et, maintenu dans un 
iogement (12) de ladite douille en communication avec ladite ouver- 40 
ture, un organe de serrage a bille (1 1) et a ressort (1 5) agissant sur 
rextremite proximate nue de la sonde (1) de maniere que celle-ci, 
apres qu'elle a ete introduite dans ladite ouverture, soit retenue par 
pincement en position de couplage optique avec ladite portion flexi- 
ble de fibre. 45 

6. Utilisation de 1'appareil suivant la revendication 1 pour l'ana- 
lyse de liquides biologjques. 



La presente invention concerne un appareil d'analyse pour la de- 
termination optique de substances en solution, plus particulierement 
pour la determination de substances bioactives par des reactions de 55 
type immunologique. 

On connait deja des appareils d'analyse comprenant des sondes 
en fibre optique qui peuvent traduire optiquement rabsorption d'es- 
peces chimiques a la surface du cceur de la fibre. Cette technique est 
basee sur la sequence operationnelle suivante : on immerge dans la 60 
solution a analyser un guide d'onde optique illumine, par exemple 
une fibre optique privee de son revetement, dont rindice de refrac- 
tion est supcrieur a celui de la solution a analyser; il se produit alors 
entre le composant d'onde evanescente du rayon parcourant le guide 
d'onde et certaincs substances en solution une interaction que l'on 65 
peut mesurer. Cette technique presente un interet particulier pour 
determiner I'existence de certains evenements se deroulant dans une 
zone reactionnelle a proximite immediate de la fibre, e'est-a-dire 



dans la zone du composant d'onde evanescente (quelques centiemes 
a quelques dizaines de um), ce phenomene se produisant dans le cas 
des analyses basees sur la reaction d'un premier partenaire d'une 
reaction de complexation, ce partenaire etant absorbfc ou depose 
sous forme de revetement a la surface dc la sonde, avec un second 
partenaire dissous dans la solution de 1'echantillon. 

Des appareils convenant a ce type de mesure ont ete divulgues 
recemment dans les references suivantes: WO84/00817; USP 
4,447,546 (HIRSCHFELD et aL); GB 2,103,786 (ICI); J.D. 
ANDRADE et al., Applied Optics 23 (1 1) 1984, 1812-1815; WO-A- 
84/817; EP-A-54292 et US-A-3947088. 

Dans les appareils de I'art anterieur, la sonde optique (e'est-a- 
dire la fibre optique dont le revetement a ete partiellement elimine) 
est reliee (couplee) au niveau de son extremite proximale a un 
systeme optique comprenant un dispositif d'excitation et de detec- 
tion et comportant generalement une source de lumiere fournissant 
un signal d'excitation a la longueur d'onde X u un miroir diviseur 
d'ondes pour separer le signal et le dinger, d'une part, vers l'extre- 
mite proximale de la fibre et, d'autre part, en direction d'un photo- 
detecteur orientc a un certain angle par rapport a la source et agence 
de maniere a detecter le signal analytique en provenance de la fibre, 
ce miroir separateur d'ondes effectuant la separation entre les 
signaux lumineux incidents et emergents. 

Suivant certaines formes preferentielles d'execution de la techni- 
que anterieur e, le signal analytique est un signal fluorescent engen- 
dre par un composant de la substance en reaction dont la longueur 
d'onde X 2 est superieure a X x . En consequence, le miroir diviseur 
d'ondes est de preference un miroir dichroique, e'est-a-dire un filtre 
d'interference passe-bas dont la frequence d'attenuauon est com- 
prise entre le maximum d'absorption et le maximum de fluorescence 
du signal engendre par le fluorophore en question. Get arrangement 
permet une separation efficace entre les deux signaux. 

En ce qui concerne maintenant la sonde elle-meme, celle-ci est 
generalement constitute par une portion de fibre optique privee de 
son revetement normal a indice de refraction peu eleve. Cette sonde 
est generalement revetue d'un film de Pun des produits react ifs im- 
pliques dans une reaction immunologique, e'est-a-dire un anticorps 
specifique d'un antigene a analyser. Lorsque la sonde illuminee est 
immergee dans la solution a analyser, l'antigene reagit a la surface 
de la fibre en produisant un complexe immunologique capable d'en- 
gendrer un signal de fluorescence lorsqu'il est excite par le compo- 
sant d'onde evanescente, ce signal etant renvoye au detecteur par 
l'intermediaire de la fibre et du systeme de couplage optique. II se 
peut cependant qu'un signal perturbateur (bruit de fond) soit 
produit lors de 1'interaction du signal d'excitation issu 4e la fibre a 
son extremite terminale et le corps de l'analyse et, pour eviter ce des- 
avantage, rextremite de la fibre a ete soit noircie, soit rendue entiere- 
ment reflecbissante. Dans le premier cas, aussi bien le signal incident 
que le signal envoye en retour sont absorbes, ce qui entraine une di- 
> minution correspondante du signal de reponse et, dans le second cas, 
aussi bien le signal incident que le signal de fluorescence sont 
envoyes en retour au separateur avec pour consequence un rapport 
relativement eleve du bruit de fond au signal. 

La presente invention, telle que definie a la revendication 1, 
remedie a cette situation. De maniere a la decrire avec plus de 
details, on se referera au dessin en annexe. 

La fig. 1 est une representation diagrammatique d'un instrument 
d'analyse suivant I'invention. 

La fig. 2 est une vue en coupe a rechelle agrandie d'un detail, 
e'est-a-dire des moyens de couplage entre la sonde et le reste de la 
fibre optique. 

La fij;. 3 est une vue en coupe de rextremite de la sonde avec une 
forme d'execution de moyens pour bloquer par filtrage le signal inci- 
dent et pour reflechir le signal analytique. 

La fig. 4 est une vue en coupe d'une autre modification de tels 
moyens. 

L'appareil represente a la fig. 1 comprend essentiellement une 
sonde 1 immergee dans un recipient 2 contenant une solution a ana- 
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lyser. La sonde 1 est une section de fibre optique dont le revetement 
a ete enleve sur la presque totalite de sa longueur; il en reste cepen- 
dant une petite portion designee par \a dont le revetement n'a pas 
ete elimine dans le but d'assurer un couplage mecanique convenable 
avec le reste de Pappareil comme on le verra ulterieurement. 

La portion nue inferieure de la fibre devant etre trempee dans le 
liquide de Pechantillon est revetue d'une couche d'un materiau 
reactif susceptible de se Iier avec Panalyte dissous dans Pechantillon 
a analyser et contenu dans le recipient 2, de maniere que se forme a 
la surface du guide un complexe qui emet une lumiere de fluores- 
cence de longueur d'onde X 2 (signal analytique). 

Le present appareil comprend encore des elements optiques com- 
prenant une source de lumiere 3, des moyens de focalisation 4, des 
moyens de division d'onde 5, un detecteur du signal analytique 6, un 
detecteur du signal de reference 7 et une longueur de fibre optique 
flexible 8 maintenue par des moyens de positionnement 9 dans une 
position optique convenable relative aux moyens de focalisation, de 
maniere a pouvoir recevoir le signal d'excitation a la longueur 
d'onde X t provenant de la source 3 suivant un angle correct permet- 
tant sa propagation par reflexions multiples le long de la fibre 8. Les 
elements 3 a 8 sont bien connus de Petat de la technique (voir les 
references susmentionnees) et il n'est pas necessaire de les deadlier 
plus avant ici; il suffit de mentionner que les detecteurs 6 et 7 sont 
normalement relies de maniere appropriee a des circuits destines a 
traiter les signaux detectes, a les amplifier, a faire la ch'scrimination 
et le calcul des resultats sous forme de signaux electriques et a les 
afiicher sous forme de signes Iisibles sur des appareils d'affichage 
convenables, une telle technologie etant en soi parfaitement connue 
des specialist es de ce genre de technique. 

Le segment de fibre optique flexible 8 est couple a la sonde par 
des moyens de couplage 10 representes plus en detail a la fig. 2. De 
tels moyens comprennent essentiellement 3 billes 11 (seules deux 
d'entre elles sont representees au dessin) logees dans un logement de 
forme tronconique 12 d'un organe de couplage 13 et qui exercent 
une action de serrage sur l'extremite proximale de la sonde 14 en 
raison de Taction d'un ressort de compression 15 reposant, d'une 
part, contre la paroi anterieure 16 du logement 12 et, d'autre part, 
sur les billes 1 1 par Pintermediaire d'un anneau de plastique 1 7. On 
peut done facilement, par une traction, detacher la sonde 1 du dispo- 
sitif de couplage et la remplacer de maniere interchangeable par une 
nouvelle sonde lorsque la premiere a ete utilisee dans une operation 
d'analyse. 

Pour renvoyer le signal de longueur d'onde X 2 dirige vers Pextre- 
mite de la sonde, ce signal etant engendre par la reaction de fluores- 
cence des reaclifs a la surface de la sonde, on a place un miroir di- 
chroique a rextremite distale de la fibre 1, comme represente a la 
fig. 3. Ce miroir dichroique comprend trois couches de materiau 
transparent 21, 22, 23 dont les indices de refraction sont choisis de 
maniere que la longueur d'onde X t du signal incident soit filtree et 
arretee tandis que le signal de longueur d'onde \ 2 est reflechi libre- 
ment. Pour selectionner les materiaux filtrants possedant les indices 
de refraction convenables, on peut utiliser les techniques connues 
(voir par exemple Applied Optics and Optical Engineering, editeur 
R. KINGSLAKE, Vol, 1, pages 316-322, Academic Press, New 
York). Le miroir comprend encore une couche terminale 24 entiere- 
ment reflechi ssante (par exemple de Paluminium poli) qui refiechit le 
signal X 2 , le retourne dans la sonde et de la au detecteur 6. 

Dans une autre forme d'execution (fig. 4), rextremite distale de 
la sonde comporte un filtre optique fait d'une substance capable 
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dabsorber seiectivement le signal de longueur d'onde X x et de 
donner libre passage au signal analytique dc longueur d'onde X 2 . 
Cette disposition comporte, comme dans la forme d'execution prece- 
dents un miroir metallique 26 constitue par une couche polie entie- 
5 rement reflechissante. De tels filtres a bandes etroites du type utilise 
dans cette forme d'execution sont bien connus et disponibles com- 
mercialement chez les fabricants de composants optiques. 

On peut brievement decrire le fonctionnement du present appa- 
reil comme suit: 

10 On commence par revetir la panie nue de la sonde 1 par un com- 
posant reactif susceptible de fixer seiectivement une substance parti- 
culiere contenue dans Panalyte a analyser. De plus, lorsque le com- 
plexe ainsi obtenu n'emel pas de fluorescence par lui-mcme, on 
procede a un marquage par une substance fluorescente, celle-ci etant 
15 liee soit a Tun soit a Pautre des reactifs. etant entendu cependant 
que, en Pabsence du produit desire resultant dc la reaction immuno- 
logique, il ne se. produit pas de fluorescence (ou seulemcnt une fluo- 
rescence minimale). 

On relie ensuite la sonde, apres Fa voir convcnablemcnt rinccc cl 
20 sechee, a la portion flexible 8 au moyen du coupleur 10. On enclen- 
che les composants optiques 3 a 7 ainsi que les organes electroniques 
et on immerge la sonde illuminee dans le recipient 2 qui contient 
Panalyte a analyser grace a la reaction specifique susmentionnee se 
deroulant a la surface de la sonde. 

Lorsque la reaction se deroule t il se produit, par fluorescence, a 
la surface de la sonde un signal analytique de longueur d'onde k 2 , ce 
signal de fluorescence etant produit par rinteraction du composanl 
d'onde evanescente du signal d'excitation de longueur d'onde X, et 
30 la couche de complexe entre 1'analyte et le reactif. Le signal analyti- 
que dirige vers Tarriere s'en retourne directement le long de la fibre 
en direction du detecteur 6 par Tintermediaire de la portion de 
fibre 8, et le diviseur d*onde 5 alors que le composant du signal ana- 
lytique dirige vers Tavant parvient tout d'abord a Textremite distale 
35 de la sonde d'ou il est reflechi vers I'arriere par le miroir 24, 26, 
apres qu'il a traverse la portion de filtre (voir les fig. 3 et 4) intcrpo- 
see entre l'extremite de la fibre et le miroir. Simultanement; le com- 
posant d'onde d'excitation se dirigeant vers Pavant est elimine par 
absorption. Cette technique permet d'ameliorer le rapport signal/ 
^ bruit lors du captage de celui-ci par le detecteur 6 et permet d'ame- 
liorer la sensibilite du signal pour une intensite d'entree donnee ou 
de diminuer Penergie d'entree necessaire sans devoir sacrifier la sen- 
sibilite. 

Le fonctionnement des circuits de calculs et d'affichage est iden- 
4 5 tique a ce qui est connu des techniques antcrieurcs et il n'est pas ne- 
cessaire de le developper plus avant ici. 

On remarquera que, lors de Putilisation du present appareil dans 
le domaine des analyses immunologiques, il n'est nullement indis- 
pensable que le liquide dans lequel on immerge la sonde pour en de- 
so terminer certains composants soit transfere, avant analyse, dans un 
recipient de laboratoire, par exemple par prelevement chez un 
patient, notamment dans le cas des analyses de sang. Ainsi, la sonde 
du present appareil peut-elle etre directement introduite, in situ, dans 
le systeme circulatoire d'un patient ou, a defaut, ctrc placee dans une 
55 branche de derivation artificielle temporaire de ce systeme, par 
exemple lors d'une intervention. De maniere generale, la sonde de 
Pappareil de Pinvention est constitute d'elements optiques et meca- 
niques sufSsamment fins pour que son utilisation dans de tels tests 
directs ne presente qu'un minimum d'inconvenients pour le malade. 
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FIG- 3 FIG. 4 
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